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ai) 



^jj (57) Abstract: The invention relates to the use of phosphinic pseudo-peptide derivatives for production of a medicament for the 
^3 selective inhibition of the active C-terminal site of angiotensin converting enzyme (I). Said derivatives are of formula (II), where, 
R<sb>l</sb> = optionally a normal protective group for amino functions in peptide chemistry or an amino acid or a peptide pro- 
^ tected by the above type of protective group, R<sb>2</sb> and R<sb>3</sb> = a natural or synthetic amino acid side chain and 
fs| R<sb>4</sb> and R<sb>5</sb> = a hydrogen atom or a counter-ion. The above finds application in the prevention and treatment of 
fs| cardiovascular disease in humans. 
V© 

(57) Abrege : Uinvention concerne I'utilisation de derives de pseudo-peptides phosphiniques pour la preparation d'un medicament 
2 capable d'inhiber selectivement le site actif C-terminal de l'enzyme de conversion de Tangiotensine I. Ces derives repondent 6 la 

formule suivante : (1) dans laquelle :- R x peut-etre un groupement protecteur usuel des fonctions amines en chimie peptidique, ou 

un acide amin6 ou un peptide protegS par ce meme type de groupements protecteurs,- R 2 et R 3 correspondent 6 une chaine laterale 
^ d* acide anting naturel ou non naturel, et- R4 et R 5 representent un atome d*hydrogene ou un contre-ion. Applications : prevention et 

traitement de pathologies cardiovasculaires chez rhomme. 
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DERIVES DE PSEUDO- PEPTIDES PHOSPHINIQUES POUR 
L' INHIBITION SELECTIVE DU SITE ACTIF C- TERMINAL DE 
L" ENZYME DE CONVERSION DE L 1 ANGIOTENSINS I (ACE) 

5 DESCRIPTION 

Domains technique 

La pr^sente invention a pour objet 
1' utilisation de derives de pseudo-peptides 

10 phosphiniques pour la preparation d'un medicament pour 
inhiber seiectivement le site actif C-terminal de 
1' enzyme de conversion de 1' angiotensine I humaine 
(ACE) , c'est-^-dire sans affecter le site actif N- 
terminal de 1'ACE. 

15 Un tel medicament est susceptible d'etre 

utilise dans la prevention et le traitement - de 
diff^rentes pathologies cardiovasculaires chez l'homme. 

La pr^sente invention a egalement pour objet 
. des derives de pseudo-peptides phosphiniques nouveaux, 

20 des compositions pharmaceutiques les contena'nt, ainsi 
que des procedes de preparation desdits derives de 
pseudo-peptides phosphiniques. 

Etat de la technique anterieure 

25 L' enzyme de conversion de 1 7 angiotensine I 

(ACE) est un acteur central de la regulation de la 
pression arterielle et de l'homeostase des differentes 
fonctions physiologiques du tissu cardiovasculaire . Ces 
actions semblent en partie dependre : 

30 - de la maturation d'un puissant vaso- 

constricteur, 1' angiotensine II/ par clivage de 
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I'extr6mit6 C-terminale de 1 ' angiotensine I, peptide 
inactif, par l'ACE, et 

- de la degradation par 1'ACE d'un puissant 
vasodilatateur, la bradykinine. 

Ces actions sont illustr£es ci-dessous. 



Angiotensine I, inactif 

Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe-His-Leu 



maturation 



Clivage par FACE 



Angll 




BK 



Pression arterielle 



Angiotensine n, actif 

Asp-Arg-Val-Tyr-Ile-His-Pro-Phe 
Puissant vasoconstricteur 



Bradykinine 
Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg 
Puissant vasodilatateur ^ 



inactivation 



Bradykinine 1-7, inactif 

Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro 



L' hypertension arterielle, mais aussi les 
10 maladies du tissu cardiaque, resultent d'une 
deregulation des diff^rentes hormones vaso- 
constrictives . Retablir l'6quilibre entre agents 
vasoconstricteurs et vasodilatateurs, au profit de ces 
derniers, est un des principaux object if s 
15 therapeutiques des medicaments utilises en clinique 
humaine pour rem^dier a 1' hypertension arterielle et 
aux maladies du tissu cardiaque. On comprend, ainsi, 
comment 1 ' inhibition de l'ACE peut participer & ces 
objectifs, en empSchant la formation de 1 ' angiotensine 
20 II et en potentialisant la bradykinine. Les inhibiteurs 
de l'ACE sont utilises en clinique humaine, non 
seulement pour r^duire 1' hypertension arterielle, mais 
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aussi pour preserver les fonctions du tissu cardiaque, 
comme d^crit dans les references [1] et [2] . 

Le clonage de l'ACE, puis la determination de 
sa structure primaire, ont montre de facpon surprenante 
5 la presence de deux sites actifs dans cet enzyme, comme 
d^crit dans la reference [3] . Par mutag£nese dirig£e, 
il a pu etre prouv£ que ces deux sites actifs sont 
parfaitement f onctionnels, c'est-&-dire capables de 
cliver des substrata physiologiques de l'ACE, tels que 
10 l'angiotensine I et la bradykinine (references [4] et 
[5] ) . 

Malgre tous les travaux realises depuis plus de 
vingt ans sur l'ACE, on ne sait toujours pas si .la 
presence de deux sites actifs dans l'ACE de mammifdres, 

15 resultant d'une duplication d f un gdne ancestral, 
correspond a un role fonctionnel particulier. Cependant 
la decouverte recente, qu' in vivo, chez 1'homme, le 
peptide Ac-SDKP (N-ac^tyl Ser-Asp-Lys-Pro) est 
essentiellement cliv6 par le site actif N-terminal de 

20 l'ACE, milite eii faveur d'un r61e fonctionnel distinct 
pour chacun des sites actifs de l'ACE (reference 16]). 

Ces considerations ont conduit les chercheurs a 
tenter de dSvelopper des inhibiteurs capables de 
discriminer de fa?on hautement selective les deux sites 

25 actifs de l'ACE, afin de disposer d'outils pouvant 
permettre d'etablir in vivo le r61e fonctionnel de 
chacun des sites de l'ACE. 

. A cet egard, il est important de souligner que 
tous les inhibiteurs utilises a ce jour en clinique 

3 0 sont des inhibiteurs mixtes de l'ACE, c'est-^-dire qui 
bloquent simultanement les deux sites actifs de l'ACE. 
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On a mis au point recemment le premier 
inhibiteur bloquant de fagon selective le site N- 
terminal de l'ACE, le RXP4 07 qui est un pseudo-peptide 
phosphinique (references [7] et [8]). Cet inhibiteur, 
5 non m^tabolis^ chez le rat et la sour is , est, par 
ailleurs, capable d'inhiber la degradation du peptide 
N-acetyl Ser-Asp-Lys-Pro (Ac-SDKP) in vivo chez la 
souris (reference [9]). Ainsi, 1' injection de RXP407, 
en bloquant le site N- terminal de l'ACE, empScherait in 

10 vivo la degradation de 1' Ac-SDKP* 

Cet inhibiteur fait l'objet d'une etude pre- 
clinique chez cet animal, visant & demontrer son 
utilite pour proteger le tissu hematopoietique lors de 
traitements de chimiotherapie . 

15 Par contre, aucun inhibiteur capable de 

discriminer les deux sites actifs de l'ACE en 
interagissant essentiellement avec le site C-terminal 
de l'ACE n ! a ete decrit a ce jour: Pourtant, il serait 
souhaitable de disposer de tels inhibiteurs. En effet, 

.20 outre leur interSt en recherche experimentale et 
clinique, ils presenteraient 1 ' avantage majeur, par- 
rapport aux inhibiteurs mixtes class iques de l'ACE, de 
ne pas interferer avec les fonctions physiologiques 
liees a l'activite du site N-terminal de l'ACE, comme 

25 le metabolisme du peptide Ac-SDKP . 

II a ete demontre que les peptides 
phosphiniques representent une famille generique de 
composes capables. d'inhiber, de fa?on trds puissante,. 
les metallopeptidases & zinc, famille de peptidases a 

30 laquelle appartient l'ACE, comme on peut le voir dans 
les references [9) a [16] . Dans ces composes, le role 
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du groupe P0 2 " est d' interagir avec l'atome de zinc 
situS dans le site actif de ces enzymes. 




S1 S2' 

5 

Outre la presence du groupe P0 2 ~, la nature 
chimique des r^sidus P2, PI, PI' et P2' joue un r61e 
determinant pour assurer la selectivity des 
interactions entre un peptide phosphinique particulier 

10 et une metallopeptidase S zinc donnye (voir references 
[8], [12] et [13]). Ainsi, la presence de residus bien 
particuliers dans les positions P2, PI, PI' et P2' 
permet d'obtenir des inhibiteurs -selectifs, n' inhibant 
que certaines mStallopeptidases & zinc. Une telle 

15 selectivity peut etre un facteur essentiel dans le 
cadre d'une utilisation in vivo de ces inhibiteurs. En 
effet, on estime que la toxicity in viva de certains 
inhibiteurs est en grande partie due a leur manque de 
selectivity pour une cible donnye. 

20 Selon ces principes, la recherche d' inhibiteurs 

capables de bloquer select ivement le site C- terminal de 
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l'ACE a consist^ a identifier dans la famille des 
composes phosphiniques, des residus particuliers, 
situgs dans les positions PI, PI' et P2', conferant aux 
inhibiteurs une capacity a interagir selectivement avec 
5 le site C- terminal de l'ACE. 



Expose de 1' invention 

Ces recherches ont conduit §l d^couvrir que la 
presence d'un residu pseudo-proline dans des pseudo- 
10 peptides phosphiniques constitue un £l#ment essentiel 
pour obtenir des inhibiteurs selectifs du site C- 
terminal de l'ACE. 

Aussi, la pr^sente invention a pour objet 
1 'utilisation d'au moins un d6riv£ de pseudo-peptide 
15 phosphinique comportant la sequence d'acides amines de 
formule (I) suivante : 




a) 



20 dans laquelle : 

- R 2 et R 3/ qui . sont identiques ou diff§rents, 
reprgsentent, la chaine , latdrale d'un acide aminS 
naturel ou non naturel , 1 ' ensemble : 
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R3 



pouvant aussi former le rSsidu Pro (proline) , et 

- R 5 represente un atome d'hydrogdne, un contre- 
5 ion acceptable du point de vue pharmacologique, ou un 
groupe capable de former un ester phosphinique 
hydrolysable in vivo ; 

pour la fabrication d'un medicament capable d ! inhiber 
sglectivement le site C-terminal de l 1 enzyme de 

10 conversion de 1 1 angiotensine I. 

Dans cette sequence, le groupe P0 2 peut etre 
sous forme P0 2 " en etant associe a un atome d f hydrogdne 
ou & un contre-ion acceptable du point de vue 
pharmacologique, par exemple K+, Na + , NH 4 + ou tout autre 

15 ion metallique ou non mStallique acceptable du point de 
' vue pharmacologique. La nature du contre-ion n'a aucune 
importance car dans l'eau les groupements charges sont 
dissoci^s . 

Le groupe P0 2 peut aussi §tre sous forme 
2 0 d 1 ester phosphinique hydrolysable in vivo. Dans ce cas, 
le pseudo-peptide est du type pro-drogue et, apr£s 
hydrolyse in vivo de l 1 ester, il g£n£re la forme active 
du pseudo-peptide. 

Des groupes de ce type utilisables pourR.5 sont 
25 decrits en particulier dans la r^fSrence [20]. 

A titre d'exemples de tels groupes, on peut 
citer les groupes repondant aux formules suivantes : 
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-CH r CH-OCO-CH 3 
CH 

A 

CH3 CH3 

-CH^-S-CO-C 
-(CH^-S-CO- 

-(CH2)2 : 0-CO- 
-(CH2) 3 -S-CO-t 

-CH2-CH-OCO 
CH 

CH3 CH3 

Dans ces formules,. t-Bu represente le groupe 
tert-butyle* 

5 Selon un mode particulier de mise en oeuvre de 

l 1 invention, le derivS de pseudo-peptide phdsphinique 
r€pond a la formule (II) suivante : 
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dans laquelle : 

— Ri repr6sente un groupe protecteur d'une 
5 fonction amine, ou un acide amine ou un peptide proteg€ 

par un groupe protecteur d'une fonction amine, 

— R 2 et R 3/ qui peuvent §tre identiques ou 
differents, repr^sentent la chaine lat^rale d'un acide 
amine naturel ou non naturel, l 1 ensemble : 




10 R 3 

pouvant aussi former le r£sidu Pro, 

— R4 represente un atome d f hydrogSne ou un cont re- 
ion acceptable du point de vue pharmacologique, et 
15 - R 5 est tel que defini ci-dessus. 

Dans les formules donnSes ci-dessus, R 2 et R 3 
representent la chaine latSrale d'un acide amine 
naturel ou non naturel, par exemple un pseudo-acide 
amine*. 

20 Les acides amines naturels peuvent etre choisis 

parmi l 1 alanine, l'arginine, 1 1 asparagine, 1* acide 
aspartique, la cysteine, la glutamine, l 1 acide 
glutamique, la glycine, l f histidine, 1 1 isoleucine, la 
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leucine, la norleucine, la lysine, la methionine, la 
phenylalanine, la proline, 1 1 hydroxyproline, la serine, 
la threonine, le tryptophane, la tyrosine, la valine, 
la nitrophSnylalanine , 1 1 homoarginine , la thiozolidine 
5 et la dSshydropoline. 

Un pseudo-acide aminS peut §tre d^fini comme un 
acide amine dans lequel la fonction amino ou carbonyle 
a 6t£ remplac§e par un autre groupement chimique. 

Dans la formule (II) ci-avant mentionnee, le 

10 groupe Ri peut etre un groupe protecteur usuel d'une 
fonction amine en chimie peptidique. De tels groupes 
protecteurs sont bien connus de l'homme du metier et 
sont illustr^s, par exemple, dans l'ouvrage intitule 
"Protective groups in Organic Synthesis, Second 

15 Edition, T.W. Greene et P.G.M. Wuts, John Wiley & Sons, 
Inc., pages 309-315 [17]. A titre • d' exemples de- tels 
groupes utilisables dans 1' invention, on peut citer les 
groupes acetyle et benzyloxycarbonyle . 

Ri peut aussi reptesenter un acide amine naturel. 

20 ou non naturel ou un peptide dont la fonction amine 
terminale est protegee par un groupe protecteur usuel 
tel que ceux d^crits ci-dessus r 

Selon 1' invention, comme on le verra ci-apr£s, 
la presence du residu pseudo-proline est essentielle 

25 pour obtenir la selectivity vis-a-vis du site actif C- 
terminal de l'ACE, mais la nature des chalnes lat^rales 
pr^sentes en R 2 et R 3 joue aussi- tin r6le important dans 
la selectivity des interactions des d§riv6s utilises 
selon l 1 invention avec les sites N et C-terminaux de 

30 l'ACE. 
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De bons r^sultats en ce qui concerne 
l 1 inhibition du site C-terminal de l'ACE, ont etS 
obtenus avec des pseudo-peptides dans lesquels le 
groupe R 2 represente le groupe benzyle, methyl e ou 
5 ph^nSthyle, soit la chaine lat^rale de la 
phenylalanine, de 1' alanine et de 1 'homo-phenylalanine. 

Pour R 3 , on a obtenu de bons resultats lorsque 
R 3 represente la chaine latSrale de 1' alanine, de 
l'arginine ou du tryptophane, ou lorsque 1' ensemble 
10 -NH-CH(R 3 ) -CO- represente le residu Pro. 

Gen£ralement , R4 et R 5 representent un atome 
d'hydrogdne. . . 

Selon un mode pr£f6r6 de mise en oeuvre de 
1' invention, le derive de pseudo -peptide phosphinique 
15 repond & la formule suivante : 




(pseudo-peptide G) 



Les.. derives de pseudo-peptides phosphiniques* 
20 susceptibles dVitre utilises c.onf ormSment & l 1 invention 
se sont x&v&l&s Stre capables d'inhiber selectivement 
le site actif C-terminal de 1 1 enzyme de conversion de 
1 1 angiotensine I et, done, de contr61er in vivo les 
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taux physiologiques de 1 ' angiotensine II - laquelle 
joue un r61e central dans le contr61e de la press ion 
arterielle ainsi que de 1 1 homeostase des fonctions 
cardiovasculaires chez 1 ' homme - sans interf£rer pour 
5 autant sur le m£tabolisme de la bradykinine, ni sur 
celui du peptide Ac-SDKP. 

Leur utilisation en tant que principes actifs 
dans un medicament est done susceptible de trouver de 
nombreuses applications dans la prevention et le 

10 traitement des pathologies cardiovasculaires humaines, 
et notamment des pathologies dans lesquelles la 
bradykinine interviendrait peu comme la prevention de 
1 1 ath^rosclerose . 

Parmi les d£riv§s de pseudo-peptides 

15 phosphiniques dont 1 1 utilisation est envisag^e selon 
!■ invention, il en est qui n f ont jamais ete d^crits 
dans la litt^rature. 

Aussi, 1 1 invention a-t-elle egalement pour 
objet un deriv^ de pseudo-peptide phosphinique 

20 comportant* la sequence d'acides amines de formule (I) 
ci-avant mentionn6e, dans laquelle : 

- R 2 represente la chaine laterale d'un acide 
amine naturel ou non naturel, 

— 1 1 ensemble : 



25 
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forme le residu Pro : 



5 




et 

- R 5 represente un atome d'hydrogene, un contre- 
ion acceptable du point de vue pharmacologique, ou un 
groupe capable de former un ester phosphinique 

10 hydrolysable in vivo. 

Parmi ces d#rivSs, on prefere notamment ceux 
qui repondent & la formule (II) ci-avant mentionnee, 
dans laquelle : 

- R x reprlsdnte un groupe protecteur d'une 
15 fonction amine, ou un acide amine ou un peptide prot£g6 

par un groupe protecteur d f une fonction amine, 

- R 2 represente la chaine laterale d'un acide 
amine naturel ou non naturel, 

- 1 1 ensemble : 

H 
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- R4 represente un atome d'hydrogene ou un contre- 
ion acceptable du point de vue pharmacologique, 

- R 5 represente un atome d'hydrogene, un contre- 
ion acceptable du point de vue pharmacologique, ou un 

5 groupe capable de former un ester phosphinique 
hydrolysable in vivo. 

Plus particulidrement, on pr6f£re le d#riv£ de 
pseudo-peptide phosphinique de formule : 




(pseudo-peptide G) 



L' invention a encore pour objet une composition 
pharmaceutique qui comprend au mo ins un derive de 
pseudo-peptide phosphinique repondant §l la formule (II) 
15 ci-avant mentiormee, dans laquelle : 

- R 2 represente la chaine laterale d'un acide 
amin6 naturel ou non naturel, 

- 1 1 ensemble : 
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forme le residu Pro : 



5 




et 

- R 5 repr^sente un atome d 1 hydrogSne , un contre- 
ion acceptable du point de vue pharmacologique, ou un 
groupe capable de former un ester phosphinique 
10 hydrolysable in vivo. 

Dans cette composition, le derive pseudo- 
peptidique phosphinique repond, de preference, k la 
f ormule : 




(pseudo-peptide G) 



Eu 6gard a ce qui precdde, une telle 
composition pharmaceutique est notamment susceptible de 
trouver de multiples applications dans la prevention et 
20 le traitement de differentes pathologies 

cardiovasculaires chez l'homme. 
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Les d£riv£s de pseudo-peptides phosphiniques 

repondant a la formule (II) ci-avant itientionnge, dans 

laquelle R4 et R 5 representent un atome d'hydrogdne, 

peuvent etre pr£par€s par un proc^de comprenant les 

stapes suivantes : 

1) faire r6agir un compost de formule (III) : 

o 



,NH 




PH 



(HI) 



OH 



dans laquelle R x et R 2 sont tels que d^finis ci-dessus 
avec le compost de formule (IV) : 



OAc 



X. 



OEt 



(IV) 



dans laquelle Ac represente le groupe acetyl e et Et 
represente le groupe 6thyle, pour obtenir le compost de 
formule (V) : 



(V) 



OH 



R 2 



2) transformer le compost (V) en compose (VI) par 
reaction du compost (V) avec du borohydrure de sodium : 
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R, 



(VI) 



OH 



R 2 



3) proteger le groupe hydroxyle du compost (VI) 
par un groupe adamantyle Ad pour obtenir le compose de 
formule (VII) : 

O 

f S OEt 

/ 

C 4 



Ri NH 




./ 



(vn) 



OAd 



R 2 



4) saponifier le compose (VII) pour obtenir le 
compost de formule (VIII) : 

o 




CVffl) 



OAd 



R 2 



10 



5) coupler le compose de formule 
l'acide amine de formule (IX) ou (X) : 



(VIII) avec 



COOH 



OX) 

R 3 ou HN 




COOH 



(X) 



dans laquelle R 3 est tel que d6fini ci-dessus, et 
6) eliminer le groupe protecteur Ad. 
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Selon ce proctde, on synthStise tout d'abord le 
bloc phosphinique de formule (VIII) comprenant la 
pseudo-proline, et on ef fectue ensuite un couplage 
peptidique de ce bloc phosphinique avec l'acide amine 
5 voulu . 

Avantageusement, 1'gtape 5) de couplage 
peptidique est r6alis£e par synthase peptidique sur 
phase solide en utilisant comme phase solide une resine 
substitute par l'acide amin£ de formule (IX) ou (X), 
10 dont l'extremite N-terminale aura ete prtalablement 
prottgte par un groupe Fmoc (fluor€nyl methoxy 
carbonyle) . 

Si ntcessaire, on peut ensuite esttrifier ou 
salifier la fonction phosphinique du pseudo -peptide de 
15 formule (II) dans laquelle R 5 reprtsente un atome 
d'hydrog£ne, en le faisant reagir avec des react if s 
approprits . 

L'esttrif ication peut etre obtenue par couplage 
avec un alcool de formule R 5 0H dans laquelle R5 
20 reprtsente un groupe capable de former un ester 
phosphinique hydrolysable in vivo, en utilisant par 
exemple le procedt dScrit dans la reference [20] 
(methode A) . 

On peut aussi rSaliser 1 ? esterif ication par 
25 reaction avec un halogenure de formule R 5 X dans 
laquelle R 5 repr6sente le groupe capable de former un 
ester phosphinique hydrolysable in vivo. Cette reaction 
peut §tre effectuee dans des conditions alcalines en 
utilisant le procSdt dtcrit dans la reference [20] 
3 0 (mtthode B) . 
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* 

Avant d'effectuer cette esterif ication, on 
protdge la(les) fonction(s) acide(s) carboxylique (s) du 
pseudo-peptide par des groupes protecteurs appropri£s 
que l'on ^limine ensuite en utilisant des techniques 
5 classiques. 

Lorsqu'on veut salifier la fonction 
phosphinique du pseudo-peptide de formule (II) dans 
laquelle R 5 est un atome d f hydrogene, pour remplacer 
cet atome d'hydrogene par un contre-ion 
10 pharmaceutiquement acceptable, on fait r£agir le 
pseudo-peptide avec une base appropriee contenant ce 
contre-ion, par exemple NaOH, KOH, NH 4 OH. 

On peut utiliser la merae technique pour 
salifier le groupe carboxylique terminal du pseudo- 
15 peptide afin de remplacer I 1 atome d'hydrogdne par un 
contre-ion pharmaceutiquement acceptable. 

D'autres caract^ristiques de 1' invention 
apparaxtront mieux a la lecture du complement de 
description qui suit, qui se rapporte a des exemples de 
20 realisation de derives de pseudo-peptides conformes a 
l 1 invention et de demonstration de leurs propriety, en 
reference aux dessins annexes . 

Bien entendu, ce complement de description est 
donn6 a titre illustratif et non limitatif de l'objet 

2 5 de 1 1 invent ion . 

BrSve description des deasins. ...... 

La figure 1 illustre la synthese de synthons 
utiles pour la preparation des pseudo-peptides 

3 0 phosphiniques conformes & 1' invention. 
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La figure 2 il lustre le chromatogramme obtenu 
lors de la purification du pseudo-peptide G par 
chromatographie liquide a haute performance (HPLC) • 

La figure 3 illustre les effets in vivo du 
5 pseudo-peptide G sur le clivage de 1 1 angiotensine I en 
angiotensine II. 

La figure 4 illustre les effets in vivo du 
pseudo-peptide G sur le clivage de la bradykinine . 

La figure 5 illustre les effets in vivo du 
10 pseudo-peptide G et du RPX407 (inhibiteur s^lectif du 
site N-terminal de 1 1 ACE) sur le clivage du peptide Ac- 
SDKP. 

Expose detaille des modes de realisation 

15 La synthase des pseudo-peptides phosphiniques a 

et§ effectuee en suivant le schema de synthase dgcrit 
sur la figure 1. 

Cette figure represente les Stapes du procSde 
about issant aux synthons de formule (VIII) : 

20 




(vm) 



darns larquelle : 

Ri represente le groupe benzyloxycarbonyle 

25 (Cbz) , et 

R 2 est le groupe phenyle (composes la, 3a, 4a, 
5a et 6a) , le groupe ph£n6thyle (composes lb, 3b, 4b, 
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5b et 6b) ou le groupe methyle (composes lc, 3c, 4c, 5c 
et 6c) . 



Exemple 1 : preparation du compose 6a 
5 1) Preparation du compost la 

Ce derive d'acide amino-phosphinique est 
pr^parg selon la procedure decrite par Baylis [18] , 
puis l'Snantiomere de configuration R est obtenu par 
recristallisation en suivant le protocole rapporte dans 
10 Baylis [18] . 

2) Preparation du compost 2a 

Ce compost est obtenu en suivant la procedure 
publi^e par Villieras et al [19] . Le produit obtenu a 
15 6t6 caract6ris6 par RMN : 

*H-RMN (250 MHz , CDCl 3 ) : 7,03 (t, 1H) , 5,93 (m, 1H) , 
4,1 (m, 2U), 2,6 (m, 1H) , 2,34 (m, 2H) , 1,95 (s, 3H) , 
1,82 (m, 1H) , 1,18 (t, 3H) . 

20 3) Preparation du compost 3a 

Un melange du composS la (3,2 g, 10 mmol) et 
d'hexamethyldisilazane (10,5 mL, 50 mmol) sous flux 
d' argon est chauff6 a 110°C durant 3h. A cette 
temperature, le compost 2 (5,5 g, 12 mmol) est ajoute 

25 et cette solution est mise sous agitation pour 4h a 
90°C. A cette solution refroidie k 70°C, 10 mL 
d'6thanol EtOH absolu sont. ajoutes, goutte a.goutte, le 
melange etant agite a 70°C pendant 30 min. Apr£s 
evaporation des solvants, le r£sidu est solubilise dans 

30 5% NaHC0 3 (10 mL) et 5 mL d'hexane. Apres 3 extractions 
avec de 1' acetate d'gthyle AcOEt (3x5 mL) , le produit 
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brut est obtenu apres evaporation du solvant. Une 
purification sur colonne de silice, utilisant comme 
phase mobile un melange chlorof orme/methanol/acide 
acetique (7/0,3/0,3) permet d'obtenir 4 g de compost 3a 
5 pur, sous forme d'un solide blanc (rendement de 89%) . 

La caracterisation RMN de ce produit est basee 
sur des experiences COSY, TOCSY et HMQC : 

""■H-RMN (250 MHz, CDCl 3 ) : 1,27 (t, 3 Jhh= 7,1Hz, 3H, 
CH2CH3) , 1,95-3,00 (m, 5H, PCH(CH 2 ) 2 , PhCHH) , 3,13-3,45 

10 (m, 2H, PCH, PhCHH), 4, 02-4, 31 (m, 2H, CH 2 CH 3 ) , 4,34- 
4,63(m, 1H, PCH), 4, 78-5, 05 (m, 2H, OCH 2 Ph) , 5,71 (d, 1H, 
NH, 3 Jhh=H/3Hz, I), 5,78 (d, 1H, NH, 3 Jhh=10,8Hz, II), 
6,91-6,99 (d, 1H, C=CH, I/II) , 7, 02-7, 34 (m, 10H, aryl) . 
13 C-RMN (62MHz, CDC1 3 ) : 14,2/14,2 (CH2-CH3) , 26,2/26,5 

15 (PCHCH 2 ), 32,7/32,8 (PCHCH 2 CH 2 ) , 34,5 (CH 2 Ph) , 41,8 (d, 
1 J PC =87,7Hz, PCHC, I), 43,l(d, ^=87 , 3Hz., PCHC, II) , 
50,5(d, 1 J PC =99,7Hz, PCHN, I), 50 , 5 (d, ^=100 , 5Hz , PCHN, 
II), 61,1/61,2 (CH 2 CH 3 ) , 66,8 (OCH 2 Ph) , 126,6, 127,7, 
127,8, 127,9, 127,9, 128,4, 128,4, 129,4, 132,2, 132,3, 

20 132,9, 136,5, 136,6, 137,1, 137,3, (aryles) , 148 , 1 (d, 
2 Jpc=8,7Hz, =CC0, I), 148,1 (d, 2 J PC =9Hz, =CC0 , II), 
156,1 (d, 2 J PC =5,5Hz,CONH, I), 156, 2 ( (d, 2 J PC =5 , 7Hz , CONH, 
II), 165,3 (d, 2 Jp C =2,7Hz,COOEt) . 
31 P-RMN (100MHz, CDC1 3 ) : 46,89, 48,13. 

25 Les mentions I et II correspondent aux 

differents diastereoisomeres . 

Analyse glementaire : 
Valeurs theoriques : 
30 C : 61,80%, H : 6,27%, N : 3,00% 
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Valeurs experiment ales : 

C : 61,89%, H : 6,23%, N : 2,98% 



4) Preparation du compose 4a 
5 Le compose 3a (1,4 g, 3,06 mmol) et du 

NiCl 2 .6H 2 0 (1,09 g, 9,2 mmol) sont solubilis£s dans un 
melange THF (12,4 mL) /methanol (7,7 mL) . A cette 
solution est ajoute par portions du NaBH 4 (0,58 g, 
15,4 mmol) pendant 30 min, £ -3 0°C. Ce melange reste 

10 sous agitation pendant 10 min, a -30°C. Les solvants 
sont evapores et le produit est extrait dans un melange 
AcOEt (25 mL) et HC1 IN (20 mL, pH 1) . 

La phase organique est pre levee et lavee a 
l'eau (10 mL) , puis sechee avec du Na 2 S0 4 • Apres 

15 evaporation des solvants, le produit est purifie sur 
colonne de silice avec une phase mobile 
chloroforme/methanol/acide acetique (7/0,3/0,3) .On 
obtient 1,28 g du compost 4a (rendement de 91%) • 

L' analyse par spectrometrie de masse mode 

20 negatif (masse observee MH"*. = 458,48, masse at t endue = 
459,47) est en accord avec la structure chimique du 
compose 4a. 

Ana ly s e el ement aire : 
25 Valeurs theoriques : 

C : 61,78%, H : 6,63%, N : 3,00% 
Valeurs experimentales : 

C : 61,98%, H : 6,31%, N : 3,08% 



30 
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5) Preparation du compost 5a 

L'adamantylation du compose 4a est r€alisSe en 
suivant le protocole d^crit par Yiotakis et al [14] . 

A une solution du compost 4a (1,03 g, 
2,24 mmol) dans le chlorof orme, 1-Adamantyl-Br (538 mg, 
2,5 mmol) et Ag 2 0 (577 mg) , repartis en 5 portions 
6gales, sont ajoutes pendant Ih. Apres 2h, 0,5 eq de 
AdBr et 0,5 eq de Ag 2 0 ont 6t6 rajout^s et le melange 
portg au reflux pendant lOh. Aprds evaporation des 
solvants, le produit brut est pur i fie sur colonne de 
silice en utilisant comme phase mobile un melange 
chlorof orme/ i sop ropanol (9,8/0,2). Le compost 5a est 
obtenu sous forme pure avec un rendement de 96% 
(1,27 g) . 

Analyse par spectrom^trie de masse, mode 
positif : masse observ<§e MH + = 594,21, masse attendue = 
593,1. 

Analyse , , el Omenta ire : 

2 0 Valeurs th^oriques : 

C : 67,76%, H : 7,53%, N : 2,32% 
Valeurs expSrimentales : 

. C : 67,49%, H : 7,58%, N : 2,24% 

25 6) Preparation du compost 6a 

Aprds dilution du compost 5a (1,1 g, 1,85 mmol) 
dans le methanol (20 mL) , 2 mL de NaOH 4N sont- ajoutes. 
Apres 6h sous agitation, le suivi de la reaction par 
TLC confirme la saponification complete du produit de 

3 0 depart. Apr£s evaporation du solvant, le produit est 

repris dans un melange eau (10 mL) , puis ajout de AcOEt 



10 



15 
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(15 mL) et acidification a pH 1 avec HC1 IN. Le residu 
est repris dans la phase organique et la procedure 
d' extraction repgtSe deux fois. Les phases organiques 
rassemblSes sont sechees sur Na 2 S0 4 , puis les solvants 
5 evaporls. Le compost pur 6a est obtenu avec un 
rendement de 94% (0,98 g) . 

Analyse par spectrom£trie de masse, mode 
positif : masse observee MH + = 566,15, masse attendue = 
565,26. 

10 

Analyse elementaire : 
Valeurs theoriques : . 

C : 67,95%, H : 7,13%, N : 2,48% 
Valeurs experimentales : 
15 C : 67,64%, H : 7,30%, N :2,40 % 

Exemple 2 : Preparation du compose 6b 

On suit le mSme mode op^ratoire que dans 
1' exemple 1 pour preparer le compost 6b en partant du 
2 0 ■ compost lb qui est prepare selon la procedure decrite 
dans [18] . 

L' analyse par spectrom^trie de masse du compost 
6b a donn6 les resultats suivants : masse attendue = 
579,27, masse observee MH* = 580,29. 

25 

Exemple 3 : preparation du compose jSc 

. On suit le- ^m§me- --mode- opSratoire - que dans 
1' exemple 1 pour preparer le compost 6c en partant du 
compost lc qui est prepare selon la procedure dScrite 
30 dans [18] . 
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L' analyse par spectrometrie de masse du compose 
6c a donne les rtsultats suivants : masse attendue = 
• 489,23, masse observge MH + = 490 , 11. 

5 Exemple 4 : preparation du pseudo-peptide G de 
forroule : 




(pseudo-peptide G) 



10 Ce pseudo-peptide a 6t€ synthttisS sur phase 

solide en utilisant un protocole standard de synthase 
de peptides sur phase solide. La resine Wang substitute 
par un Fmoc-Trp (732 mg, 0,58 mmol) est suspendue dans 
la N-methyl pyrrol idone NMP (5 mL) et agitSe pendant 

15 5 min. Aprds elimination de la NMP par filtration, 
10 mL de piperidine a 20% dans NMP sont ajoutes et le 
melange est agitS pendant 15 min. AprSs filtration, la 
rSsine est lavee avec les solvants suivants : NMP 
(7x10 mL) , CH 2 C1 2 (3x10 mL) et Et 2 0 (2x10 mL) . Sont 

20 ajoutes alors dans le reacteur, NMP 2ml, diisopropopyl 
<Sthylamine DIEA (749 mg, 5,76 mmol) et le compose 6a 
(360mg, 0,64 mmol) dilue dans la NMP (2 mL) et 2- 
(lH)benzotriazol-l-yl) -1,1,3 , 3-tetram6thyluronium hexa- 
f luorophosphate HBTU (730 mg, 1,92 mmol, dilu6 dans NMP 
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3 mL) . Le melange est laisse sous agitation pendant 
24h. Aprds filtration, la r6sine est lav<§e avec la NMP 
(4x7 mL) ; CH 2 C1 2 (5x7 mL) . Puis, une solution d'acide 
trifluoroac£tique TFA/CH 2 Cl 2 /H 2 0/triisopropylsilane 
5 (90/7,5/1,25/1,25) est ajout^e dans le reacteur et le 
melange mis sous agitation pendant 3h (phase de 
d^protection) . Aprds filtration, le f iltrat contenant 
le pseudo- peptide G est recup6r6, le solvant est 
gvapore et le produit est solubilisS dans H 2 0. Apr£s 

10 lyophilisation, le pseudo -pep tide G est purifi6 par 
HPLC phase-inverse (colonne Vydac, C18, semi- 
preparative) . 

La figure 2 illustre le chromatogramme obtenu. 
Sur cette figure, on observe 4 pics correspondants aux 

15 4 diast^reoisomeres presents dans le pseudo-peptide G 
(ces quatre pics poss^dent un spectre de masse 
identique, masse observSe MH + = 618,23, masse attendue = 
617,23)- Seul le pic 1 montre un pouvoir inhibiteur 
vis-a-vis de l'ACE. 

20 La caracterisation RMN du pseudo-peptide G, pic 

1 HPLC, est bas€e sur des experiences COSY, TOCSY et 
HMQC : 

^-RMN (250 MHz, DMSO) 4,93 (d, 2H, CH 2 -0-Ph) , 4,01 (m, 
1H, CH-CH 2 -Ph), 2,77 (m, 1H, CH-CH 2 -Ph) , 3,08(m, 1H, CH- 
25 CH 2 -Ph) , 3,09 (a-pseudo- Proline) , 1,77 (|3-pseudo- 
Proline) , 1,56 (y-pseudo-Proline) , 1, 79 (8-pseudo- 
Proline)', 2,49 (e-pseudo-Proline) , 4,50 (a-Trp) , 3,13 
(P/P-Trp), 7,6 NH, 8,3 NH, aryles 7,35-6,9. 

30 
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Exemples 5 a 7 : preparation des pseudo-peptides B, C 
et D de formules : 



5 




pseudo-peptide C 




pseudo-peptide D 
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Les pseudo-peptides B, 



C 



et 



D 



ont 



10 



15 



synthetis^s en phase solide avec des rgsirxes Wang 
substitutes par 1' alanine (B) , la proline (C) et 
l'arginine (D) , en utilisant le protocole decrit pour 
la preparation du pseudo-peptide G. La purification de 
ces pseudo-peptides par HPLC a permis d' isoler des 
diastireoisomeres de ces pseudo-peptides capables 
d'inhiber l'ACE. 

Ii' analyse des pseudo-peptides par spectrom£trie 
de masse confirme la structure de ces pseudo-peptides. 
Pseudo-peptide B : masse attendue 502,19 ; masse 
observee 503,21. 

Pseudo-peptide C : masse attendue 528,53 ; masse 
observee 529,11. 

Pseudo-peptide D : masse attendue 587,25 ; masse 
observee 587,24. 

Exexnples 8 et 9 : preparation des pseudo-peptides E et 
F de forxnules : 




pseudo-peptide E 
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pseudo-peptide F 



On obtient les pseudo-peptides E et F par 
synthase en phase solide, en partant des composes 6b et 
5 6c et en suivant le protocole dgcrit pour la 
preparation du pseudo-peptide G. Aprds purification par 
- HPLC C18 mode inverse, la premiere fraction collect^e 
pour chacun de ces pseudo-peptides s'est av6r€e capable 
d'inhiber l'ACE. 
10 L' analyse par spectrom^trie de masse a donne 

les resultats suivants : 

Pseudo-peptide E : masse attendue 541,20 ; masse 
observ^e 542,26. 

Pseudo-peptide F : masse attendue 631,24 ; masse 
15 observ^e 632,26. 

Exemple 10 : determination des constantes d' inhibition 
des pseudo-peptides A a G vis-a-vis des sites N et C 
terminaux de l'ACE 

2 0 Pour cette determination, on utilise de l'ACE 

recombinante humaine. Des courbes d' inhibition de l'ACE 
par les pseudo-peptides A a G sont obtenues en 
utilisant le substrat & fluorescence quench^e Mca-Ala : 
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Mca-Ala-Ser-Asp-Lys-DpaOH (Mca : acide 7-methoxy- 
coumarine-2-acetique ; DpaOH : N-3 (2 , 4-dinitrophenyl) L- 
2, 3-diaminopropionyle) • 

Pour ces essais, on utilise la premiere 
5 fraction collectee lors de la purification de chacun 
des pseudo-peptides A & G par HPLC (pic 1 de la figure 
2 pour le pseudo-pep tide G) . 

A partir des profils d' inhibition obtenus avec 
ce substrat, pour chaque pseudo-peptide A k G, il est 
10 possible de determiner les constantes Ki N et Ki C en 
suivant la procedure decrite dans Dive et al [8] . 

Les experiences d' inhibition ont etS r£alis£es 
k 25°C, pH 6,8, 50 tnM HEPES, 10 mM CaCl 2 , 200 mM NaCl . 

Les rgsultats obtenus sont donnas dans le 
15 tableau 1 annexe . 

A titre comparatif/ on a effectue le m§me essai 
avec le pseudo-peptide A" ne comportant pas de residu 
pseudo- proline. Les r^sultats obtenus sont " ggalement 
donnes dans le tableau 1. Ce pseudo-peptide a ete 
20 prepare & partir du bloc phosphinique ZPhe[PO (OAd) - 
CH 2 ]AlaOH, decrit dans Yiotakis et al . [14], puis 
couplage de ce bloc i. une resine Wang substitute par le 
rtsidu Fmoc-Ala. 

L' etude des effets inhibiteurs des pseudo- 
25 peptides A a G sur l'ACE et la comparaison de leur 
affinite vis-a-vis du site N-terminal (Ki N) et du site 
C- terminal (Ki C) de l'ACE (tableau 1) permettent de 
tirer les conclusions suivantes. 

30 1°) Pseudo-peptides A et B : pour ce qui concerne 
1' affinite vis-^-vis des deux sites actifs de l'ACE, la 
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presence d'un rSsidu pseudo-proline apparait bien moins 
favorable qu'un residu pseudo- alanine • Eri revanche, la 
presence d'un residu pseudo-proline en position PI' de 
ces pseudo -peptides phosphiniques donne accds a des 
5 inhibiteurs selectifs du site C- terminal de l'ACE. Ce 
r^sultat d#montre le r61e essentiel du residu pseudo- 
proline pour controler la selectivity des inhibiteurs 
vis-a-vis du site C- terminal de l'ACE. 

10 2°) Pseudo-peptides B, C, D et 6 : Les modifications 
de la position P2' avec les r^sidus alanine , proline, 
arginine et tryptophane demontrent que la nature de la 
chaxne laterale dans cette position est aussi un 
facteur essentiel de la selectivity. La presence du 

15 residu proline (pseudo-peptide C) g^nere un inhibiteur 
puissant, mais peu select if des sites N et C de l'ACE. 
Par contre, la presence d'un residu tryptophane permet 
d'obtenir un inhibiteur (pseudo-peptide G) extremement 
selectif du site C-terminal de l'ACE. 

20 

3°) Pseudo-peptides E et P : La substitution d'un 
residu pseudo-ph^nylalanine dans la position PI des 
pseudo-peptides, par un residu pseudo -alanine ou 
pseudo-homoph€nylalanine conduit £ des pseudo-peptides 

25 moins puissants et moins selectifs que le pseudo- 
peptide G. Ce dernier resultat d^montre une importance 
moindre de la position PI des inhibiteurs vis-^-vis de 
la selectivity. 

L' ytude des pseudo-peptides A & G permet de 

30 conclure que, dans les pseudo-peptides de l f invention, 
chaque position PI, PI' et P2' contribue a la 
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selectivity des interactions. La presence dans le 
pseudo-peptide G des r£sidus pseudo-ph€nylalanine, 
pseudo-proline et tryptophane lui confdre tone 
selectivity particulierement prononc^e. 

5 

Exemple 11 : mise en Evidence des proprietes in vivo du 
pseudo-peptide G 

Une £tude est r^alisSe in vivo en vue de 
verifier I 1 aptitude du pseudo-peptide G a inhiber la 
10 conversion de 1 1 angiotensine I en angiotensine II, et 
d'apprecier ses effets sur le clivage de la bradykinine 
d'une part, et du peptide Ac-SDKP d 1 autre part. 

1) Protocol e de 1 1 etude 
15 Cette Stude est r£alis£e sur des lots de souris 

males C57BL6/J (If fa Credo) pesant de 20 & 23 g 

chacune, chaque lot comprenant 6 souris. 

Pour ce faire, les souris sont anesth^siees par 

une administration intrap#riton£ale de pentobarbital de 
20 sodium (Sanofi) a la dose de 80 mg/kg de poids 
. corporel . La carotide droite est isol^e et un catheter 

(PE10, 0,28x0,61, A-M Systems, Inc.) est mis en place 
. dans cette artSre pour permettre le pr^ldvement des 

echantillons sanguins, tandis qu'un autre catheter 
25 (FEP, 0,12x0,67, Carnegie Medecin) est mis en place 

.dans . la jugulaire ipsilat#rale pour permettre 

1 1 administration des. substances. -Pendant toute la durSe 

de 1 1 experimentation, la temperature corporelle des 

souris est maintenue & 38°C. 
30 Dans un premier temps, on administre aux souris 

d J un m§me lot, par perfusion de 3 0 min : 
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- soit 50 JLIL d'une solution isotonique (ajustSe & 
pH 7) contenant une quant ite de pseudo-peptide G 
correspondant a une dose de 0,9, 3, 10 ou 30 mg/kg de 
poids corporel, 

5 - soit 50 jiL de s€rum physiologique, 

- soit encore 50 \iL d'une solution contenant une 
quantite de perindopril correspondant & une dose de 
10 mg/kg de poids corporel, cette substance Stant un 
puissant inhibiteur mixte de l'ACE (Servier) . 

10 Puis, on leur administre en bolus : 

- soit un melange comprenant 2 \ig d 1 angiotensine I 
non marquee et 21 ji,Ci de 3 H- angiotensine I dans 50 JUL 
de solution isotonique, 

- soit un melange comprenant 2 pg d'Ac-SDKP non 
15 marqu£ et 17 \lC± de 3 H-Ac-SDKP dans 50 \iL de solution 

isotonique, 

- soit un melange comprenant 2 pg de bradykinine 
non marquee et 11 (XCi de 3 H- bradykinine dans 50 \iL de 
solution isotonique.. 

20 Des prelevements de sang artSriel, d 1 environ 

50 {1L, sont rSalis^s 30, 60 et 90 sec aprds l 1 injection 
du melange d 1 angiotensine I ou du melange de 
bradykinine chez les souris ayant regu l'un de ces 
melanges, et 1, 5, 10 et 15 min aprds le d£but de 

25 1' injection du melange d'Ac-SDKP chez les souris ayant 
'recti" ce dernier melange. Dans tous les cas, le sang est 
recueilli dans des tubes en propylene prealablement 
peses et contenant 40 p,L d ! eau, 10 flL de TFA a 80% et 
1 JiL d'heparine. Les quantites exactes de sang preleve 

30 sont dSterminSes en repesant les tubes. Apres addition 
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de 195 |LIL d'eau distill^e, ces tubes sont places 
pendant 10 min dans un bain de glace et les 
gchantillons sont centrifuges a 4°C pour obtenir des 
extraits plasmatiques . 
5 L 1 analyse de ces extraits est realis^e par 

chromatographic liquide au moyen d'un systSme HPLC 
(PerkinElmer 200) H6 & un d6tecteur de radio€16ments 
(Z 500-4 cell, Berthold) . Les separations 
chromatographiques sont realises sur une colonne 
10 Kromasil C18 (AIT), par injection d'^chanti lions de 
50 plj et en utilisant les phases mobiles et les 
gradients dilution suivants : 

• analyse de 1 1 angiotensine I : 
phase mobile : 

15 solvant A : CH 3 CN/H 2 0/TFA (10/90/0, 1) 

solvant B : CH 3 CN/H 2 0/TFA (90/10/0,1) 
gradients dilution : 
0-30 min : 0-30% B 
30-35 min : 30-100% B 
20 • analyse de la bradykinine : 

phase mobile : 

solvant A : CH 3 CN/H 2 0/TFA (10/90/0,1) 
solvant B : CH 3 CN/H 2 0/TFA (90/10/0,1) 
gradients d'elution : 
25 0-30 min : 0-25% B 

30-35 min : 25-100% B 

• analyse de l'Ac-SDKP : 
phase mobile : 

solvant A : H 2 0/TFA (100/0,1) 
30 solvant B : CH 3 CN/H 2 0/TFA (90/10/0,1) 
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gradients dilution : 
0-30 min : 0-30% B 
30-35 min : 30-100% B 

Lea pics 61ues sont identifies par comparaison 
5 de leurs temps de retention §l ceux pr^sentSs par les 
susbtrats non marques (angiotensine I, bradykinine et 
Ac-SDKP) et par les produits de clivage attendus 
(angiotensine II, BK(l-7) et BK(l-5) ) . 

Les dosages sont r£alis£s par integration de 
10 l'aire sous les pics correspondants du chromatogramme . 
Les valeurs ainsi obtenues sont normal isles en fonction 
du poids de sang pr^leve chez chaque souris. 

Les comparaisons statistiques des resultats 
sont r£alis£es par le test U non parametrique de Mann- 
15 Whitney (Logiciel Statview 5) . 

2) Resultats 

La figure 3 illustre, sous forme d'un diagramme 
& barres, les valeurs moyennes ± SD du rapport 

2 0 angiotensine II/angiotensine I obtenues chez les souris 

ayant re?u 0,9, 3, 10 et 30 mg de pseudo-peptide G par 
kg de poids corporel (barres respectivement 0,9, 3, 10 
et 30) ainsi que la valeur moyenne ± SD obtenue pour ce 
mSme rapport chez les souris tlmoins (barre T) , c'est- 
25 a-dire les souris ayant re<?u 50 \il de s6rum 
physiologique . Sur cette figure, * correspond & p<0,05, 
tandis que ** correspond a p<0,01 / par comparaison aux 
souris t^moins . 

La- figure 3 met en Evidence le fait que le 

3 0 pseudo-peptide G est apte §l inhiber in vivo le clivage 

de 1 1 angiotensine I en angiotensine II et que cette 
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inhibition est dose - dependant e . Ainsi, le rapport 
angiotensine Il/angiotensine I mesure chez les souris 
tSmoins est reduit de 50% chez les souris traitSes par 
0,9 mg de pseudo-peptide G par kg de poids corporel, et 
5 de 90% chez les souris trait€es par 30 mg de pseudo- 
peptide G par kg de poids corporel. 

La figure 4 illustre, sous forme d'un diagramme 
& barres, les pourcentages moyens ± SD de protection de 
la bradykinine obtenus chez les souris ayant regu 10 mg 

10 de pseudo-peptide G par kg de poids corporel (barre G) 
et chez les souris t^moins (barre T) , c 1 est-&-dire, 
dans ce cas, les souris .ayant re<?u 10 mg de p^rindopril 
par kg de poids corporel. Sur cette figure, ** 
correspond & p<0,01 par comparaison aux souris t^moins. 

15 Comme visible sur la figure 4, le taux de 

protection moyen de la bradykinine par le p<§rindopril 
ayant ete arbitrairement fix£ a 100%, ce taux de 
protection n'est plus que de 9,2% chez les souris ayant 
re<?u 10 mg de pseudo-peptide G par kg de poids 

20 corporel. Ce pseudo-peptide apparait done n'empecher 
que trSs mod^rement le clivage de la bradykinine in 
vivo. 

La figure 5 illustre, figalement sous la forme 
d'un diagramme a barres, les concentrations sanguines 

25 moyennes ± SD (exprimees en pmol/g de sang) en peptide 
Ac-SDKP exogene marque obtenues chez les souris ayant 
re<?u 10 mg de pseudo-peptide G par kg de poids corporel 
(barre G) et chez les souris temoins (barre T) , e'est- 
a-dire les souris ayant re?u 50 (Xl de serum 

30 physiologique . Sur cette figure, ** correspond k p<0,01 
par comparaison aux souris tSmoins. 
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A titre comparatif, le figure 5 montre 
egalement la concentration sanguine moyenne ± SD en 
peptide Ac-SDKP exogdne marque observes chez des souris 
trait^es par 10 mg du pseudo-peptide RXP407 (d£crit 
5 comme un inhibiteur select if du site N- terminal de 
l'ACE dans les references [7] et [8]) par kg de poids 
corporel (barre R) et en suivant un protocole 
op^ratoire identique . 

Comme le montre la figure 5, le pseudo-peptide 
10 G, 3. la dose de 10 mg/kg de poids corporel, apparait ne 
pas avoir d'ef fet signif icatif sur le clivage du 
peptide Ac-SDKP, alors que le RXP407 augmente le taux 
* plasmatique de ce peptide de 16 fois par rapport k 
celui observe chez les souris temoins. 
15 Ainsi, in vivo, le pseudo-peptide G inhibe trds 

efficacemerit la conversion de 1 'angiotensine I en 
angiotensine II, sans v^ritablement emp§cher la 
degradation de la bradykinine, et encore moins celle du 
peptide Ac-SDKP. 



20 
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Tableau 1 



Formules 



Pseudo- 
peptide 



Ki N 
nM(10 _9 M) 



Ki C 
nM(10" 9 M) 






0,8 



0,8 






OH 



450 



20 




60 



200 



E 



O (5Hd3 ' 



A3 



8000 



60 
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o 


o 

h 


F 


8000 


60 




o 

Q 


G 


10000 


3 
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RE VEND I CAT I ONS 

1. Utilisation d f au moins un d<§riv6 de pseudo- 
peptide phosphinique comportant la sequence d'acides 
5 amines de formule (I) suivante : 




dans laquelle : 

10 - R 2 et R 3/ qui sont identiques ou diff§rents, 

repr^sentent la chaine laterale d'un acide amine 
naturel ou non naturel, l 1 ensemble : 



H 




R 3 



pouvant aussi former le r£sidu Pro, et 

- R 5 represente un atome d'hydrog^ne, un contre- 
ion acceptable du point de vue pharmacologique , ou un 
groupe capable de former un ester phosphinique 
hydrolysable in vivo ; 

pour la fabrication d'un medicament inhibant 
sSlectivement le site C- terminal de 1' enzyme de 
conversion de 1 1 angiotensine I. 



15 



20 
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2. Utilisation d'un dSrivS de pseudo-peptide 

phosphinique repondant a la formule (II) suivante : 




dans laquelle : 

- R x represent e un groupe protecteur d'une 
fonction amine , ' ou un acide amin§ ou tin peptide prot6g£ 
par ion groupe protecteur d'une fonction amine, 
10 - R 2 et R 3 , qui peuvent etre identiques ou 

diff^rents, repr^sentent la* chaine laterale d'un acide 
amine naturel ou non naturel, 1 1 ensemble : 



H 




15 pouvant aussi former le rdsidu Pro, 

- r 4 reprlsente un atome d'hydrogene ou un contre- 
ion acceptable du point de vue pharmacologique, et 

- R 5 reprSsente un atome d'hydrogene, un contre- 
ion acceptable du point de vue pharmacologique, ou un 

20 groupe capable de former un ester phosphinique 
hydrolysable in vivo ; 
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pour la fabrication d'un medicament inhibant 
s€lectivement le site C-terminal de l 1 enzyme de 
conversion de 1 1 angiotensine I. 

3. Utilisation selon la revendication 2, dans 
laquelle R x represent e un groupe protecteur d'une 
fonction amine choisi parmi les groupes ac^tyle et 
benzyloxycarbonyle . 

4. Utilisation selon l'une quelconque des 
revendi cat ions 1 a 3, dans laquelle R 2 repr6sente le 
groupe benzyle, methyle ou phen^thyle. 

5. Utilisation selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 4, dans laquelle R 3 repr£sente la 
chalne lat^rale de l 1 alanine, de 1'arginine ou du 
tryptophane. 

6. Utilisation selon l'une quelconque des 
revendications 1 £ 4, dans laquelle l 1 ensemble 
-NH-CH (R 3 ) -CO- forme le r£sidu Pro : 




25 



7. Utilisation selon l'une quelconque des 
.revendications 1 3. 6, dans laquelle R4 et/ou R 5 - 
representent un atome d'hydrog&ne. 
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8. Utilisation selon la revendication 2, dans 
laquelle le derive de pseudo-peptide phosphinique 
r€pond a la formule : 




(pseudo-peptide G) 



9* Derive de pseudo-peptide phosphinique 

- comportant la sequence d'acides amines de formule (I) 
suivante : 

10 




dans laquelle : 

- R 2 repr6sente la chaine laterale d f un acide 
15 ' amine naturel ou non naturel, 

— 1 1 ensemble : 
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R 3 



forme le r£sidu Pro : 



5 




- R4 reprSsente un atome d 1 hydrog^ne ou un contre- 
ion acceptable du point de vue pharmacologique , 

- R 5 repr^sente un atome d'hydrogdne, Tin contre- 
10 ion acceptable du point de vue pharmacologique, ou un 

groupe capable de former un ester phosphinique 
hydrolysable in vivo. 

10, DerivS de pseudo-peptide phosphinique 
15 r^pondant & la formule (II) suivante : 




dans laquelle 
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- R x represente un groupe protecteur d'une 
fonction amine, ou un acide amin6 ou un peptide protSge 
par un groupe protecteur d'une fonction amine, 

- R 2 represente la chaine lat^rale d f un acide 
5 amin£ naturel ou non naturel, 



- R 5 represente un atome d'hydrogene, un contre- 
ion acceptable du point de vue pharmacologique, ou un 
groupe capable de former un ester phosphinique 
15 hydrolysable in vivo. 



1 1 ensemble 




forme le r^sidu Pro 



10 




20 



25 
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11. D§riv€ de pseudo-peptide phosphinique de 
formule : 




(pseudo-peptide G) 

5 

12. Composition pharmaceutique comprenant au moins 
im derive de pseudo-peptide phosphinique selon l'une 
quelconque des revendications 9 & 11. 

10 13. Composition pharmaceutique, dans laquelle le 

d6r±v6 pseudo-peptidique phosphinique repond a la 
formule : 




(pseudo-peptide G) 



WO 03/062247 




PCT/FR03/00129 



51 

14. Proc6d§ de preparation d'un pseudo -peptide de 
formule : 



5 

dans laquelle : 

— Ri represente un groupe protecteur d'une . 
fonction amine, ou un acide amin6 ou un peptide protege 
par un groupe protecteur d'une fonction amine, 
10 — R 2 et R 3 , qui peuvent etre identiques ou 

differents, representent la chaine laterale d'un acide 
amine naturel ou non naturel, l 1 ensemble : 

H 



15 pouvant aussi former le r^sidu Pro, et 

— R4 et R 5 representent un atome d'hydrogene ; 
qui comprend les etapes suivantes : 

1) faire reagir un compost de formule (III) : 
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Rl 



NH 



>h (in) 



OH 



R 2 



dans laguelle R x et R 2 sont tels que definis ci-dessus, 
avec le compose de formule (IV) : 

OAc 



/ 

X 



(IV) 



dans laquelle AC repr^sente le groupe ac^tyle et Et 
reprlsente le groupe ethyle, pour obtenir le compose de 
formule (V) : 

O 



N V4 




OH 



y 
X 



OEt 



(V) 



R 2 



2) transformer le compose (V) en compost (VI) par 
10 reaction du compose (V) avec du borohydrure de sodium : 

O 




OEt 



(VI) 



R 2 

3) prot^ger le groupe hydroxyle du compose (VI) 
par un groupe protecteur R 5 , par exemple le groupe 
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adamantyle Ad, pour obtenir le compost de formule 
(VII) : 

c 



NH 



OR 5 



/ (VII) 



R 2 



4) saponifier le compose (VII) pour obtenir le 
compost de formule (VIII) : 

o 



Ri NH 




n 



OH 

/ (vm) 



OAd 



V 



R 2 



5) coupler le compose de formule (VIII) .avec 
l'acide amine de formule (iX) ou (X) : 
NH 2 COOH 



OX) 



ou 




COOH 



(X) 



dans laquelle R 3 est tel que dgfini ci-dessus, et 
6) §liminer le groupe protecteur Ad. 



15. Proced# selon la revendication 14, dans lequel 
15 l'etape. 5) de couplage peptidique est realiste par 
synthese peptidique sur phase solide en utilisant comme 
phase solide une rSsine substitute par l'acide aminS de 
formule (IX) ou (X) . 
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16. ProcSde de preparation d'un pseudo-peptide de 
formule : 




dans laquelle : 

— Ri represente un groupe protect eur d'une 
fonction amine, ou un acide amin£ ou un peptide protege 
par ion groupe protect eur d'une fonction amine, 
10 - R 2 et R 3/ qui peuvent §tre identiques ou 

diff brents, repr^sentent la chalne laterale d'un acide 
amine naturel ou non naturel, 1« ensemble : 




R 3 



15 pouvant aussi former le residu Pro, 

- R 4 represente un a tome d ! hydrog£ne, et 

- R 5 represente un groupe capable de former un 
ester phosphinique hydrolysable in vivo ; 

dans lequel on est^rifie la fonction phosphinique du 
2 0 pseudo-peptide obtenu par le procede de la 
revendication 14 ou 15, par couplage avec un alcool de 
formule R 5 OH ou par reaction avec un halogenure de 
formule R 5 X oil X represente un atome d'halog^ne. 
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17. ComposS cie formule (VIII) : 




Cvm) 



dans laquelle : 

- Ri repr^sente un groupe protect eur d'une 
fonction amine ou Tin acide amine ou un peptide protege 
par un groupe protecteur d'une fonction amine, et 
10 - R 2 represente la chaxne lat^rale d'un acide 

amine nature 1 ou non nature 1 . 
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